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2.1 DNA アプタマー 



















Fig. 1 Schematic drawing of various structures of  
DNA aptamer． 
 
















3.1 ssDNA の作製 
本研究では、50 bp のランダム領域をもつ




用いて PCR を行い、ビオチン修飾 double strand 
DNA（dsDNA）を作製する。次に、アビジン修飾







Fig. 2 Separation of ssDNA by streptavidin-coated 
sepharose beads． 
 
3.2 DNA アプタマーの選抜 
Cell-SELEX 法では「増幅」「結合反応」「Wash」
「回収」を 1Round とし、この Round 繰り返すこ






を行った。Fig. 3 に Cell-SELEX 法の一連の流れを
示す。 
Fig. 3 Schematic drawing of Cell-SELEX process． 
 
3.2 アプタマーの単離 















に回収された ssDNA を分類した。 
3.3 DNA アプタマーの機能評価 

































Fig. 4 Cofirmation of separated products by 
streptavidin-coated sepharose beads． 
 
4.1 DNA アプタマーの選抜 
 本実験では、HepG2 細胞を特異的に認識する
DNA アプタマーを選抜するため Cell-SELEX 法の
Round を 11Round 行った。また DNA アプタマー
の特異性を向上させるために正常ヒト肝細胞を用
いてカウンターセレクションを 8～11Round の前
の計 4 回行った。 
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ム ssDNA ライブラリー(N50-ssDNA)を 0Round と




このことから Cell-SELEX 法の Round を重ねるに
つれて、アプタマーの HepG2 細胞への特異性が向
上していると考えられる。また、Fig. 5から 7 Round
以降で蛍光強度の増加が頭打ちになっていること




Cell-SELEX 法の Round を重ねることで、HepG2
細胞と特異的に結合するアプタマーが選抜されて
いることが確認された。また Cell-SELEX を





Fig. 5 Flow cytometric assay for the binding of the 
each round aptamers with HepG2 cells． 
 
 
Fig. 6 Flow cytometric assay for the binding of the 






配列を決定した（Table. 1）。全体の 82％の 37 サン
プルが類似の配列であった(Group 1)。この 37 サン






















に分類された。1、2 塩基の相違しかない Group 1 
を平面構造で分類すると 3種類(A,B,C)に分類され
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Fig. 8 Flow cytometric assay for the binding of 




Fig. 9 Flow cytometric assay for the binding of the 




4.3 DNA アプタマーの機能評価 
 4.2 で獲得された 6 種類のアプタマーの中で A、
B、C、D、E について機能評価を行った。Fig. 8
より A～E の全ての DNA アプタマーで、蛍光強度
がランダムライブラリーと比べ増加していること
が確認された。11 Round と比較した場合では A、
D では、ほとんど差がない結果となったが B、C、
E についてはわずかではあるが 11 Round よりも蛍
光強度が弱いという結果になった。また正常細胞




ssDNA から単離された A～E の DNA アプタマー
は正常ヒト肝細胞を認識することなく、HepG2 細
胞を特異的に認識していることが確かめられた。




光強度の強いものでも 11 Round とほぼ同等とい
う結果になった。これは、Table. 1 を見てわかるよ
うに Cell-SELEX 法を 11Round 行ったことにより





したのは、グループ D の塩基配列が PCR により
増幅されにくい配列であったため、実際は 11 
Round後に回収された ssDNAの中では多く存在し
ていたが PCR で増幅し TA クローニング行ったこ
とで、その割合が減少したためだと推測される。




 Cell-SELEX 法により、HepG2 細胞を特異的に
認識する 5 種類の DNA アプタマーを獲得するこ










HepG2 細胞を特異的に認識する DNA アプタマー
の候補を選抜することができた。 
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